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Abstr，αct: Feasibility of gene therapy for hepatoma based upon hepatoma-cell specific 
expression of the herpes simplex virus thymidine kinase (HSV一政)gene was investigated. 
Alb e/p-pNT 230 retroviruses， which contain the HSV -tk gene under the transcriptional 
control of the murine albumin gene enhancer and promoter， were produced from ecotropic 
Psi 2 retroviral packaging cels. Infection of Alb e/p-pNT 230 retroviruses to hepatoma 
cells did not affect the cel proliferation at all. The retroviral-infected hepatoma cells， 
however， were susceptible to ganciclovir and acyclovir toxicity， while uninfected parental 
hepatoma cells were not. Ganciclovir was proven to exhibit much stroner cytotoxicity upon 
the retroviral-infected hepatoma cells than acyclovir. On the other hand， Alb e/p-pNT 230 
retroviral-infected non-hepatoma cells were resistant to ganciclovir， and the sensitivity 
was more than 100-fold different as compared with the same retroviral-infected hepatoma 
cells， indicating the potential of hepatoma cell-specific elimination without affecting any 
other tissues by use of Alb e/p-pNT 230 retroviruses. Furthermore， when mice bearing a 
bulky established tumor consisting of Alb e/p-pNT 230 retroviral-infected hepatoma cells 
were treated with ganciclovir， complete tumor regression was observed in 11 of 14 mice. 
These results indicate the feasibility of gene therapy for heptoma using the HSV -tk and 
ganciclovir system. Finally， 3 ganciclovir-resistant clones were established from 3 tumors 
that were not abrogated by ganciclovir treatment. These clones were proven not to lose the 
HSV-tk gene transferred by Alb e/p-pNT 230 retroviruses. The gene was， however， 
heavily methylated， and 5-azacytidine treatment partially restored the sensitivity of these 
3 clones to ganciclovir， indicating that methylation plays an essential role in expression of 
the retrovirally transferred gene 
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ある'iI'2細胞21)を1X 104 ce!ls/ cm2の密度で 60mm培
養皿へ撒き， 10 %胎児牛血清(FCS)，100 units/mlのペ
ニシリンおよび 100μg/mlのストレプトマイシンを含












である BNL1 ME A. 7 R. 1細胞23>， ラット由来の腹水
肝癌細胞である JTC16 P 3細胞24)，BALB/cマウス由
来の NIH3 T 3線維芽細胞25)，C 3 H/H巴マウス由来の
MMT 06502乳癌細胞を用いた.









8g1 n linker ligation 
8g1 n Hind][ 
レトロウイノレスの感染法は，培養細胞に8μg/mlの
Polybren巴(GIBCO)を含むウイルス液を種々の割合で























































Hind ][ Hind ][ 
Hind][ digestion 
Hind ][ 
Fig. 1. Schematic drawing of th巴 constructionof the Alb e/p-pNT 230 retroviral 
vector 
Abbreviations used ar巴asfollows : L TR， long t巴rminalrep巴at;n巴0，n巴omycm
phosphotransferase; MPT， metallothionein promoter; HSV -TK， herpes sim田
plex virus thymidin巴kinase;Alb e/p， albumin enhanc巴rand promoter region. 
(400) 阪本たけみ
ルス含有液を除いた後に新しい培養液を加え 2日間培養




各種細胞株の GCV(SyntexLaboratories， Inc. )およ
びACV(Burroughs Wellcome Co. )に対する感受性は，
MTTアッセイ 26)を用いて検討した.培養細胞を 1X 103 
C巴lls/cm2の密度で 24】well培養皿に撒き， GCVあるい
はACVを種々の濃度で添加し 3日間培養した後に， 3-










BALB/cマウスの皮下に 1X 106個の HSV-tk遺伝子






培養細胞を 0.5% SDSおよび 100μg/mlproteinase 
kにより消化した後に， phenol/ chloroform法16)により
ゲノム DNAを抽出し， TE buffer(pH 8.0)に溶解した.


























Fig. 2. Structure of the Alb e/p-pNT 230 retroviral vector. 
Abbreviations used are as follows目 LTR， long terminal repeat ; 
neo， neomycin phosphotransferase; Alb e/p， albumin enhancer 
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Fig. 3. Growth curve for Alb e/p-pNT 230 
retroviral-infected and uninfected murine 
hepatoma cells (A) and rat hepatoma c巴lIs
(B) 
ろ， Alb e/p-pNT 230感染ラット肝癌細胞と親株肝癌細
胞の増殖能にはやはり有意差を認めず，倍加時聞は共に





べての細胞が死滅し， 50 %増殖阻害濃度(IC50)は約 80
nMであった.一方，親株肝癌細胞は GCViこ耐性を示
し， 10μMのGCVを添加しても細胞障害を被らず， IC50 
は約 100μMであり， Alb e/p-pNT 230レトロウイノレス
感染マウス肝癌細胞と親株肝癌細胞の GCVに対する感
受性には， 1，000倍以上の差違を認めた(Fig， 4 A). 
さらに，ラット肝癌細胞についても同様の検討をおこ




Ganciclovir Concentration (μM) 
Fig. 4. Ganciclovir s巴nsitivityof Alb巴/p-pNT230 
retroviral-infected and uninfect巴dmurine 






4) Alb e/p-pNT 230レトロウイルス感染非肝癌細胞
のGCVに対する感受性
次に，非肝癌細胞にも Albe/p-pNT 230レトロウイノレ














は約 200μMであり， Alb e/p悶pNT230レトロウイノレス
感染ラット肝癌細胞と親株細胞の GCVに対する感受性
には，やはり 1，000倍以上の差違を認めた(Fig.4 B). 
3) Alb e/p-pNT 230レトロウイルス感染肝癌細胞の
in vitroにおける ACVに対する感受性




し， IC50は約 150μMであり，両者の ACVに対する感受
性には30倍の差違を認めた(Fig.5 A). 
Alb e/p.pNT 230レトロウイノレス感染ラット肝癌細
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Ganciclovir Concentration (μM) 
Fig. 6. Ganciclovir sensitivity of Alb e/p-pNT 230 
r巴troviral-infectedand uninfected murine 
fibroblasts (A) and murin巴 mammary
tumor ce11s (B) 
0 
o 0町010.01 0.1 
Acyclovir Concentration (μM) 
Fig. 5. Acyclovir sensitivity of Alb e/p-pNT 230 
r巴troviral-infectedand uninfect巴dmur・ine









において，皮下肝癌の完全消失を認めた(Fig.7 B， C). 
また，残る 3匹のマウスにおいても， GCV投与期間内に
は有意な腫疹の増大を認めなかった.GCV投与により皮










BNL-R巴fractoryA， B， Cを樹立した. これらの細胞株
(403) 
効果





































Fig. 8. In the mouse bearing a bulky established 
subcutaneous hepatoma at the flank region 
(upper)， the tumor was complet巴ly
abrogated by ganciclovir treatm巴nt
(lower). 
15 
Fig. 7. Ganciclovir treatment for established wild 
typ巴hepatomas(A) and Alb e/p-pNT 230 






のGCVに対する感受性を，in vitroにおいて再検討した BNL-Refractory細胞株の GCV抵抗性獲得の機序を
ところ， BNL-Refractory A， B， C細胞はいずれも GCV 解明するために，まず HSV目的遺伝子欠損の有無を検討
に耐性を示し， 10μMのGCVを添加しても 80%以上の した_ BNL-Refractory A， B， C細胞，親株肝癌細胞さ
細胞が生存しており， Alb巴/p-pNT230レトロウイルス らにAlbe/p-pNT 230レトロウイルス感染肝癌細胞よ
感染肝癌細胞と比較すると，GCVに対する感受性には約 りゲノム DNAを抽出し，Bgl I制限酵素で切断後，
1，000倍の差違を認めた.また， BNL-Refractory A， B， HSV-tk遺伝子断片をプロープとして Southernブロッ
C細胞と親株肝癌細胞の GCVに対する感受性には有意 トをおこなった.親株肝癌細胞のゲノム DNAはHSV-
差を認めなかった(Fig.9). tk遺伝子とハイブリッドを形成しなかったが， BNL 
Alb 巴/p目pNT230レトロウイノレスベクターにより Refractory A， B， C細胞のゲノム DNAは， Alb e/p-
HSV-tk遺伝子を導入した肝癌細胞には， neomycin pNT 230感染肝癌細胞のゲノム DNAと同様に， HSV-
phosphotransferas巴遺伝子も同時に導入されているの tk遺伝子とハイブリッドを形成した1.9kbのパンドを
でG418に耐性を示す.そこで， BNL-Refractory細胞株 認めた(Fig.11) 
のG418 ~こ対する感受性を検討した. Alb巴/p-pNT230 8) GCV抵抗性肝癌細胞における HSV-tk遺伝子の
感染肝癌細胞はG418に耐性を示したが， BNL- methylationの検討
Refractory A， B， C細胞はいずれも G418に感受性を示 次に， BNL-Refractory細胞株のゲノム DNAにおけ
し，親株肝癌細胞と比較しでも G418に対する感受性に るHSV-tk遺伝子の methylationの有無に関して検討
有意差を認めなかった(Fig.10). した.ゲノム DNAをBglI制限酵素で切断後， m巴th-
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Ganciclovir Concentration (μM) 
Fig. 9. Ganciclovir sensitivity of BNL-Refractory A， B， C ce11s， paren 





















G418 Concentration (mg/ml) 
Fig. 10. G418 sensitivity of BNL-R巴fractoryA， B， C cells， parental 
hepatoma cells and Alb e/p-pNT 230 retroviral-infected 
h巴patomacels. 
1 2 3 4 5 6 
4時四 1闘9kb 
Fig目 11.Southern blot analysis of cellular g印 omlc
DNA digested by Bgl I restriction 
enzyme. 
Lane 1， Alb e/p-pNT 230 retroviral plas-
mid ; lane 2， parental hepatoma cell ; lane 
3， BNL-R巴fractory A; lane 4， BNL 
-Refractory B; lane 5， BNL-R巴fractory
C; lane 6， Alb e/p-pNT 230 retroviral 
infected hepatoma cell 
4時-1.9 kb 
4砕 四 1.2kb 
4・-0.1 kb 
Fig. 12. Southern blot analysis of cellular genomic 
DNA digested by both Bgl I and Sma I 
restriction enzymes目
Lan巴 1，parental h巴patomacell; lane 2， 
BNL-Refractory A; lane 3， BNL-Refrac. 
tory B; lane 4， BNL-R巴fractoryC ; lane 5， 







ム DNAでは， 1. 9 kbのバンドは消失し， 1.2 kbと0.7
kbのバンドを認めた.一方， BNL-Refractory A細胞に
導入された HSV-的遺伝子は，Sma1制限酵素で完全に
は切断されず， 1. 9 kb， 1. 2 kb， 0.7 kbのバンドを認め
た.また， BNL-Refractory BおよびC細胞内の HSV-








































Refractory A， B， C細胞の GCVに対する感受性が回復













* * p<0.01 
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Fig. 13. Ganciclovir sensitivity after 5-azacytidine treatment of 
BNL-Refractory A， B， C c巴lIs，parental hepatoma cells and 
Alb巴/p-pNT230 retroviral-infect巴dhepatoma cels. 
Thesymbol“* " represents that values of BNL-Refractory A， 
B， C cells are significantly diff巴rentfrom that of par巴ntal

















































Ganciclovir Acyclovir l 4 h陶帥r巾附p
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Fig. 14. Mechanism of cytotoxicity induced by the HSV一段 g巴ne
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